既往研究发现采用内源性T细胞进行肿瘤免疫治疗时存在"MHC限制性"[@b1]。近年来过继性免疫治疗已成功应用于恶性血液病的治疗中，特别是利用基因改造技术表达肿瘤特异性嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）能特异性识别肿瘤抗原，克服MHC限制性，在B细胞恶性肿瘤的治疗中取得了巨大突破[@b2]--[@b5]。Pulè等[@b6]的研究结果显示CAR-T细胞对肿瘤细胞具有良好的靶向性、杀伤活性和持久性。Brentjens等[@b7]用CD19 CAR（scFvCD19-CD28-CD3ζ）T细胞治疗5例微小残留病阳性的急性B细胞白血病患者均达完全缓解。以往体外和临床试验均展示了CAR-T细胞在B细胞恶性肿瘤的治疗中有着巨大的应用潜力和发展前景。在本研究中我们主要探讨了二代（含有1个共刺激分子4-1BB）和三代（含有2个共刺激分子CD28和4-1BB）的CD19 CAR-T细胞对侵袭性和惰性淋巴瘤细胞株的不同作用，特别是二代CD19 CAR-T细胞对不同淋巴瘤细胞株的作用。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞及主要试剂：293T细胞、Raji（套细胞淋巴瘤细胞株）、Pfeiffer（弥漫大B细胞淋巴瘤细胞株）、EHEB（慢性淋巴细胞白血病细胞株）购自美国模式培养物集存库。无内毒素质粒提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司。Lenti-Pac(tm)慢病毒颗粒包装试剂盒购自上海伯易生物科技有限公司。磁珠分选试剂盒购自德国美天旎生物技术有限公司。CARTEST-19检测试剂盒购自上海近岸科技有限公司。LDH细胞毒性检测试剂盒、ELISA检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。CCK-8细胞增殖-毒性检测试剂盒购自日本同仁化学研究所。二、三代CD19质粒购自美国Creative Biolabs公司，CD19单克隆抗体（单抗）购自美国BD公司。

2．质粒转化、扩增、提取：感受态细胞置于冰上解冻，分别加入二代（共刺激分子为4-1BB）和三代（共刺激分子为CD28和4-1BB）CD19 CAR质粒，冰中放置30 min，42 °C放置30\~60 s，再次置于冰中2\~3 min。加入37 °C预温的SOC培养基，振荡培养。取适量培养后的菌液，三区划菌，37 °C过夜培养。挑取单个白色菌落，放入SOC培养基中，37 °C，振荡培养。取500 µl培养后的菌液加入SOC培养基中，37 °C，振荡培养。采用无内毒素质粒提取试剂盒提取质粒后进行定量。

3．慢病毒包装及滴度测试：转染前2 d，在平板上接种（1.3\~1.5）×10^6^ 293 T细胞，采用Lenti-Pac™慢病毒颗粒包装试剂盒包装慢病毒，转染48 h后收集病毒颗粒，提取病毒RNA，采用real-time PCR检测病毒滴度。用无血清的DMEM培养基悬浮病毒沉淀，分装，−80 °C保存。

4．T细胞制备及慢病毒感染：采集健康志愿者外周血，采用淋巴细胞分离液提取单个核细胞。采用磁珠分选试剂盒从提取的单个核细胞中富集CD3^+^T细胞。获得的细胞用含有IL-2、谷氨酰胺的T细胞专用培养基培养，培养第4天接种慢病毒。

5．CAR-T细胞转染效率的检测：按CARTEST-19检测试剂盒说明书进行操作，上流式细胞仪检测CD19 CAR-T细胞的转染效率。

6．CD19 CAR-T细胞体外增殖能力的检测：CD19 CAR-T细胞于含10% FBS的RPMI 1640培养基，37 °C、饱和湿度、5%CO~2~培养箱中培养。按CCK-8细胞增殖毒性检测试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪在450 nm处检测吸光度（*A*）值，计算其增殖能力。

7．CD19 CAR-T细胞体外杀伤活性的检测：以Raji、Pfeiffer和EHEB细胞为靶细胞（靶细胞数量为2×10^5^），CAR-T细胞及未转染T细胞作为效应细胞进行实验，效靶比设为2∶1和4∶1。按LDH细胞毒性检测试剂盒说明书进行操作，每隔6 h采用酶标仪在490 nm处检测*A*值，计算其杀伤率。

$$杀伤率（\% ）＝\frac{A_{效应细胞自发释放}－A_{靶细胞自发释放}}{A_{效应细胞最大释放}－A_{靶细胞自发释放}} \times \text{1}00\%$$

8．CD19 CAR-T细胞引起靶细胞炎症因子释放的检测：按ELISA检测试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪在450 nm处检测*A*值。

9．CD19 CAR-T细胞体内杀伤实验：BALB/c裸鼠来源于北京华阜康生物科技股份有限公司。裸鼠给予环磷酰胺腹腔注射，剂量为2.5 mg/d，连续注射3 d；第4天给予紫外照射2 h后进行尾静脉注射。收集生长状态良好的Raji、EHEB细胞，制备成细胞密度为5×10^7^/ml的单细胞悬液，按每只5×10^6^个细胞经尾静脉注射接种至鼠龄4\~6周的BALB/c雌鼠。7 d后取裸鼠外周血100 µl加入2 µl CD19单抗，避光孵育15 min，加入红细胞裂解液裂解10 min，充分洗涤后加入200 µl PBS重悬后上流式细胞仪检测。使用CytExpert软件获取并分析10 000个细胞，记录CD19^+^细胞百分率以了解肿瘤负荷程度。将荷瘤鼠随机分为实验组（每只经尾静脉注射接种2×10^6^个CD19 CAR-T细胞）及对照组（经尾静脉注射接种等量生理盐水），每组5只。每隔3 d取外周血，采用流式细胞术检测CD19^+^细胞、CD19 CAR-T细胞百分率并记录荷瘤鼠生存期。

10．统计学处理：实验数据均采用SPSS 11.5软件进行统计学分析，组间比较采用独立样本*t*检验。

结果 {#s2}
====

1．CD19 CAR-T细胞的转染效率：二、三代CD19 CAR-T细胞病毒滴度分别为2×10^8^ TU/ml、3×10^8^ TU/ml，转染效率分别为8.72%、8.70%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![二代与三代CD19 CAR-T细胞的转染效率](cjh-38-10-842-g001){#figure1}

2．CD19 CAR-T细胞的增殖能力：实验结果显示三代CAR-T细胞的增殖能力较二代CAR-T细胞稍强，差异有统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 二代与三代CD19 CAR-T细胞的体外增殖能力比较（%，*x*±*s*）

  组别         培养时间                  
  ------------ ------------ ------------ ------------
  二代细胞组   43.27±2.62   62.52±3.17   88.17±1.95
  三代细胞组   63.53±4.63   88.32±3.62   99.13±3.85
                                         
   *t*值       7.342        9.131        4.245
   *P*值       0.024        0.017        0.042

注：每组设3个复孔，实验重复3次

3．CD19 CAR-T细胞对不同淋巴瘤细胞株的体外杀伤活性：结果显示效靶比为4∶1时，对于惰性的EHEB细胞，二代CAR-T细胞的杀伤活性强于三代CAR-T细胞，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）；对于侵袭性的Raji细胞，二、三代CAR-T细胞差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。CD19 CAR-T细胞针对不同侵袭性的肿瘤细胞杀伤效果也不同，其杀伤效果从强到弱依次为：Raji、Pfeiffer、EHEB，且与效靶比和时间呈正相关。效靶比为4∶1的三代CD19 CAR-T细胞与Raji细胞共培养48 h后，杀伤活性达到76%（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

###### 二代与三代CD19 CAR-T细胞的体外杀伤活性比较（%，*x*±*s*）

  组别         Raji细胞   Pfeiffer细胞   EHEB细胞                                                              
  ------------ ---------- -------------- ------------ -------- ------------ ------------ -------- ------------ ------------
  二代细胞组   1±0.04     56.71±4.35     72.36±2.98   1±0.07   42.63±3.36   55.92±4.16   1±0.02   29.77±1.64   35.53±3.93
  三代细胞组   1±0.03     61.03±3.88     75.28±5.84   1±0.09   43.66±2.78   65.43±4.43   1±0.08   35.34±4.83   45.66±5.25
                                                                                                               
   *t*值       0.221      2.114          1.981        0.187    1.636        6.313        0.246    4.362        7.275
   *P*值       0.582      0.085          0.092        0.603    0.102        0.038        0.577    0.046        0.028

注：效靶比为4∶1；每组设3个复孔，实验重复3次

![不同效靶比时CD19 CAR-T细胞对不同淋巴瘤细胞株的体外杀伤活性比较（与对照组比较，*P*\<0.01，每组设3个复孔，实验重复3次）](cjh-38-10-842-g002){#figure2}

4．CD19 CAR-T细胞对不同淋巴瘤细胞株炎症因子分泌水平的影响：结果显示二、三代CD19 CAR-T细胞作用于不同淋巴瘤细胞株细胞后，炎症因子IFN-γ和TNF-α的分泌水平差异无统计学意义；作用6 h后，IFN-γ和TNF-α的分泌水平达到峰值，但6 h后随着时间的增加无明显的变化（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![CD19 CAR-T细胞对不同淋巴瘤细胞株炎症因子IFN-γ（A、C、E）和TNF-α（B、D、F）分泌水平的影响（*P*值均\>0.05，每组设3个复孔，实验重复3次）](cjh-38-10-842-g003){#figure3}

5．二代CD19 CAR-T细胞对荷瘤鼠肿瘤负荷的影响：结果显示EHEB和Raji细胞接种的荷瘤鼠，治疗前对照组与实验组的CD19^+^细胞百分率差异均无统计学意义（*P*值分别为0.676、0.610），治疗3、12 d后实验组的CD19^+^细胞百分率均较对照组下降，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 二代CD19 CAR-T细胞对荷瘤鼠肿瘤负荷（CD19^+^细胞百分率）的影响（%，*x*±*s*）

  组别     接种EHEB细胞   接种Raji细胞                                          
  -------- -------------- -------------- ------------ ------------ ------------ ------------
  对照组   72.54±2.17     78.74±6.23     86.52±2.34   70.79±3.25   80.12±3.54   86.55±7.12
  实验组   69.22±4.43     58.73±6.43     48.02±5.51   72.66±6.82   40.01±5.63   1.12±0.56
                                                                                
  *t*值    0.217          5.231          7.662        0.204        8.732        18.922
  *P*值    0.676          0.038          0.024        0.610        0.018        0.007

注：每组鼠数为5只

6．二代CD19 CAR-T细胞对荷瘤鼠生存的影响：接种EHEB细胞的荷瘤鼠对照组在接种肿瘤细胞15 d开始出现死亡，实验组存活\>40 d，两组生存时间差异有统计学意义（*t*=7.113，*P*=0.028）。接种Raji细胞的荷瘤鼠对照组在接种肿瘤细胞17 d开始出现死亡，实验组在35 d死亡1只，其余存活\>40 d，两组生存时间差异有统计学意义（*t*=4.166，*P*=0.046）。

7．比较接种Raji和EHEB细胞的荷瘤鼠体内二代CD19 CAR-T细胞表达变化：在接受二代CD19 CAR-T细胞治疗的前期，随着时间的延长，接种Raji和EHEB细胞的荷瘤鼠体内CAR-T细胞的表达均有一定程度的上调，但在治疗后40 d，荷瘤鼠体内CAR-T细胞百分率开始下降，且Raji细胞荷瘤鼠组较EHEB细胞荷瘤鼠组下降明显（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 接种Raji和EHEB的荷瘤鼠体内二代CD19 CAR-T细胞表达变化的比较（%，*x*±*s*）

  组别           鼠数   CD19 CAR-T细胞百分率                
  -------------- ------ ---------------------- ------------ ---------------
  Raji荷瘤鼠组   5      7.03±0.43              10.53±0.73   2.24±0.73
  EHEB荷瘤鼠组   5      6.73±0.36              14.45±0.72   12.27±0.66^a^
                                                            
  *t*值                 0.632                  1.332        4.826
  *P*值                 0.264                  0.104        0.036

注：a：鼠数为4只

讨论 {#s3}
====

CAR-T细胞主要由胞外抗原结合区（由来源于单克隆抗体的轻链和重链组成，中间由带韧性的铰链区连接形成单链抗体）、跨膜区域和胞内信号转导区组成[@b8]--[@b9]。CAR-T细胞在治疗血液肿瘤中的成功，为人类的抗癌战役带来了胜利的曙光[@b10]--[@b12]。由于大部分B细胞恶性肿瘤细胞表面都表达CD19分子，而正常细胞表面表达CD19分子的细胞只限制于B细胞和滤泡性树突状细胞，所以CD19分子是治疗B细胞恶性肿瘤很有潜力的靶点，以抗CD19单克隆抗体为基础构建的CAR也取得了突出成就[@b13]--[@b14]。目前二代CAR-T细胞治疗提高了T细胞抗肿瘤疗效，仍未全面开启T细胞的杀伤能力，于是诞生了包含两个共刺激分子（CD28、4-1BB和CD3ζ）的三代CAR-T细胞。小鼠实验证实三代CAR-T细胞能够增强细胞因子的分泌、抑制肿瘤生长。

在本研究中我们比较了二代与三代CAR-T细胞在体外增殖能力、杀伤作用以及炎症因子的释放水平，结果显示相比二代CAR-T细胞而言，三代CAR-T细胞的肿瘤杀伤和增殖能力较强，而炎症因子的释放水平则没有显著变化。效靶比为4∶1的三代CD19 CAR-T细胞与Raji细胞共培养48 h后，杀伤活性可达到76%。

在本研究中我们发现二、三代CAR-T细胞对肿瘤细胞的杀伤活性，从强至弱依次为Raji、Pfeiffer、EHEB。提示共刺激分子为4-1BB的二代CD19 CAR-T细胞以及共刺激分子为CD28和41BB的三代CD19 CAR-T细胞对侵袭性淋巴瘤细胞株杀伤活性肯定，杀伤活性强，对惰性淋巴瘤细胞株作用稍差于侵袭性淋巴瘤细胞株，但亦可以达到满意疗效。

我们采用从裸鼠尾静脉注射Raji、EHEB细胞的方法制作荷瘤鼠，是由于皮下成瘤的时间较长，同时尾静脉注射的方法也能达到效果，并且利用流式细胞术观察更为直观。我们的结果显示，对荷瘤鼠给予二代CD19 CAR-T细胞治疗后治疗组荷瘤鼠外周血中CD19^+^细胞百分率较对照组显著下调（肿瘤负荷显著降低）；而接种Raji细胞的荷瘤鼠肿瘤负荷的减低水平高于接种EHEB细胞的荷瘤鼠。

同时我们在研究中还发现，在接受二代CD19 CAR-T细胞治疗的前期，随着时间的延长，接种Raji和EHEB细胞的荷瘤鼠体内CAR-T细胞的表达均有一定程度的上调，但在治疗后40 d，荷瘤鼠体内CAR-T细胞百分率开始下降，且Raji细胞荷瘤鼠组较EHEB细胞荷瘤鼠组下降明显（*P*=0.036）。接受二代CD19 CAR-T细胞治疗的荷瘤鼠其生存期较对照组延长。提示二代CD19 CAR-T细胞治疗侵袭性淋巴瘤在较短的时间内可迅速起效，但CAR-T细胞在体内存留时间短；而对惰性淋巴瘤则起效较慢，但CAR-T细胞在体内存活较长。

综上，我们的研究结果表明共刺激分子为4-1BB的二代CD19 CAR-T细胞对惰性淋巴瘤细胞的杀伤活性稍低于对侵袭性淋巴瘤细胞，但在惰性淋巴瘤细胞荷瘤鼠体内存活时间更长，可能更适合惰性淋巴瘤的治疗。在以后的工作中我们还需要进一步探究共刺激分子为4-1BB的二代CAR-T细胞是否在治疗中较三代CAR-T细胞更具优势，特别是针对惰性淋巴瘤。
